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por evaporación de gotas.

Tesis que presenta

Yojana Jautzi Pupuri Carreón Herrera

Para obtener el grado de

Doctora en Ciencias en
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puntuales observaciones a este proyecto.

Al CONACyT por su apoyo financiero durante el doctorado.

Al proyecto CONACyT 236505.

Al CINVESTAV-Monterrey, Apodaca, Nuevo León.

Jautzi

Marzo 2019, Monterrey-México.





Índice general

Resumen 1

Abstract 3

Introducción 5
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4.1.3. Fabricación de peĺıculas de protéınas . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

4.1.4. Mediciones por FTIR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

4.1.5. Análisis de espectros . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 49
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Resumen

En este proyecto se investigó la formación de patrones de gotas de soluciones de protéınas a

partir de su evaporación, aśı como el efecto de la rehidratación y de tratamientos térmicos

sobre la estructura de las protéınas en tales agregados. Estos fenómenos son caracterizados

mediante el cálculo de medidas de complejidad y el análisis de los correspondientes espectros

de infrarrojo. El análisis estructural muestra que las mezclas de protéınas libres de sal

contienen patrones complejos. Esto ocurre porque las interacciones entre protéınas con

diferente estructura generan la formación de pequeños agregados y cúmulos de cristales.

Además, observamos que mientras el grosor del anillo de café aumenta con la concentración

de protéına, el anillo más estrecho aparece a una concentración de protéına relativa de 1:1.

Por otra parte, encontramos que mientras la morfoloǵıa de las peĺıculas de protéınas sin sales

no cambia con la rehidratación, las peĺıculas de protéınas con sal se modifican. El análisis

con espectroscoṕıa de infrarrojo muestra que la hidratación de los depósitos de protéınas

sin sales incrementa con los ciclos de hidratación, pero en los depósitos con sales esto no

ocurre. Nuestros resultados revelan que los diferentes tratamientos térmicos por debajo de

50◦C no afectan la estructura de la protéına; sin embargo, por arriba de 90◦C el cambio

estructural en las protéınas incrementa con el número de recocidos. Por lo tanto, para una

mejor comprensión de la formación de depósitos de biofluidos complejos y el estado estructural

de sus componentes, es necesario entender la interacción entre multicomponentes, aśı como

el efecto de la rehidratación y de tratamientos térmicos en tales depósitos.
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Abstract

In this project the formation of droplet patterns of protein solutions after their evaporation

was investigated, as well as the effect of rehydration and thermal treatments on the structure

of the proteins in such aggregates. These phenomena are characterized by the calculation of

measures of complexity and analysis of the corresponding infrared spectra. The structural

analysis shows that salt-free protein mixtures contain complex patterns. This occurs because

interactions between proteins with different structures generate the formation of small

aggregates and clusters of crystals. In addition, we observed that the thickness of the coffee

ring increases with the concentration of protein, the narrowest ring appears at a relative

protein concentration of 1: 1. On the other hand, we find that while the morphology of protein

films without salts does not change with rehydration, protein films with salt are modified.

Infrared spectroscopy analysis shows that hydration of protein deposits without salts increases

with hydration cycles, but in salt deposits this does not occur. Our results reveal that different

thermal treatments below 50◦C do not affect protein structure; however, above 90◦C the

structural change in proteins increases with the number of annealings. Therefore, for a better

understanding of the formation of complex biofluid deposits and the structural state of their

components, it is necessary to understand the interaction between multicomponents, as well

as the effect of rehydration and thermal treatments on such products deposits.
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Introducción

Las peĺıculas producidas por la evaporación de micro-gotas son fenómenos ubicuos en la

tecnoloǵıa y procesos médicos, se observan por ejemplo, en la deposición de materiales, en

la impresión de inyección de tinta, en bioensayos, en la selección de medicamentos, en el

reconocimiento de ADN/ARN y de bebidas consumibles [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9]. En el

contexto de pruebas para el diagnóstico de enfermedades, los patrones dan información sobre

el estado de salud de un individuo. Uno de los sistemas más prometedores fue descrito por

T.A. Yakhno et al. [10], donde demuestran que utilizando el reconocimiento de patrones,

es posible detectar mujeres que tuvieron partos prematuros de 34 semanas. También, los

patrones muestran diferencias en el suero sangúıneo de pacientes con hepatitis [11], leucemia,

tuberculosis y cáncer [12, 13].

La formación de patrones depende de los mecanismos de transporte en el interior de la

gota y los fenómenos de agregación. El transporte de masa resulta de la competencia entre

los flujos capilares y los flujos de Marangoni. Los flujos capilares se mueven radialmente haćıa

afuera (del interior al exterior de la gota) para compensar la pérdida de masa debido a la

evaporación de las moléculas de agua que se produce principalmente en el borde de la gota.

Bajo este proceso, la deposición de part́ıculas ocurre en la ĺınea de contacto, formando el

comúnmente llamado efecto del “anillo de café”. Los flujos de Marangoni son generados por

surfactantes y gradientes de temperatura que fuerzan al fluido a circular hacia el interior

de la gota. De hecho, este mecanismo de transporte puede erradicar la formación del anillo

de café. Debemos remarcar que ambos flujos dependen estrechamente de la temperatura de

la superficie y de la humedad, debido a que la primera cambia los gradientes de tensión
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superficial (responsables de los flujos de Marangoni) y la segunda variable determina la taza

de evaporación de moléculas de agua (responsable de los flujos capilares). Por otro lado, el

fenómeno de agregación está mediado por fuerzas anisotrópicas (fricción, electroestáticas y

adherencia, entre las macromoléculas y el sustrato de vidrio) que surgen durante el proceso

de evaporación.

Se ha mostrado que un buen punto de partida para comprender los mecanismos de

transporte y los procesos de agregación dentro de una gota de un biofluido de relevancia,

es el estudio de soluciones simples con biomoléculas. La interacción protéına-sal permite la

formación de una gran variedad de agregados complejos [14, 15, 16, 17, 18]. Los depósitos

compuestos por lisozima y NaCl muestran un anillo periférico amorfo y formas dendŕıticas

[19, 20], mientras que los depósitos de protéınas de albúmina de suero bovino (BSA, por

sus siglas en ingles) y NaCl muestran estructuras como rosetas, escalpelos, vieiras, flechas

chinas y patrones de zigzag [16]. De hecho, las diferentes sales que interactúan con la misma

protéına generan diferentes agregados [21]. Estas estructuras surgen de mecanismos complejos

de agregación de iones en una peĺıcula de protéına [17]. Además, se ha encontrado que la

espectroscoṕıa de infrarrojo es una útil herramienta para escudriñar la estructura de las

protéınas en peĺıculas y también como técnica en el diagnóstico de enfermedades [9]. Pequeñas

variaciones en la concentración de protéınas, observadas en espectros IR, pueden indicar

diferentes enfermedades [22].

A pesar del conocimiento acumulado sobre estudios de gotas, se sabe muy poco acerca de

cómo la interacción entre protéınas con diferentes estructuras afecta el proceso de secado. De

hecho, las protéınas pueden exhibir una amplia gama de interacciones en diferentes niveles

asociadas con su estructura [14, 15]. Un pequeño cambio en ellas (como los producidos

por el calentamiento) puede promover diferentes interacciones que conducen a un cambio

significativo en un sistema biológico [16]. Además, no se conoce cómo la rehidratación de

peĺıculas, los tratamientos térmicos en depósitos, o incluso el pH en las soluciones; podŕıa

modificar la morfoloǵıa de los depósitos y la estructura molecular de sus componentes.

En este trabajo se investiga la formación de patrones a partir de la evaporación de gotas

conteniendo protéınas, aśı como el efecto de la rehidratación y de tratamientos térmicos
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sobre la estructura de las protéınas en tales agregados. El material de este documento está

organizado de la siguiente manera: En el caṕıtulo 1 se describen los elementos básicos que

describen las protéınas y aspectos relevantes de su estudio a través de espectroscopia de

infrarrojo por transformada de Fourier. Además, se incluyen los mecanismos involucrados en

la formación de peĺıculas de protéınas.

En el caṕıtulo 2 se presenta el estudio experimental sobre la formación de patrones

producidos por la evaporación de suspensiones de gotas conteniendo mezclas binarias de

protéınas. Además, exploramos las caracteŕısticas estructurales de dichos depósitos estimando

medidas de la complejidad, como lo son la dimensión fractal y la función radial de distribución

de masa.

En el caṕıtulo 3 se presenta el estudio experimental del efecto de la rehidratación de

depósitos de protéınas. Estos fenómenos son caracterizados mediante el cálculo de medidas

de complejidad y el análisis de los correspondientes espectros de infrarrojo.

En el caṕıtulo 4 se presenta el estudio experimental del efecto de tratamientos térmicos

sobre la estructura de las protéınas globulares en peĺıculas.
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1

Protéınas: propiedades y antecedentes

1.1. Protéınas

Las protéınas forman estructuras tridimensionales tan compactas, que su densidad es cercana

a la densidad de un cristal hecho de aminoácidos [23]. Su organización estructural se divide

en cuatro niveles. Una combinación lineal de aminoácidos unidos mediante enlaces pept́ıdicos

conforma la estructura primaria (cadena principal). La estructura secundaria la conforman

hélices α y hojas β que emergen de la interacción entre aminoácidos de la cadena principal. En

un medio acuoso los aminoácidos polares se posicionan en el exterior de la estructura mientras

que los apolares se internalizan, formando interacciones hidrófobas y puentes de disulfuro.

Este plegamiento espećıfico de la cadena polipept́ıdica forma la estructura terciaria. Por

último, la estructura cuaternaria involucra la unión de más de una cadena de aminoácidos

con estructura terciaria para formar complejos proteicos. Ver Fig. 1.1.

Los enlaces pept́ıdicos a lo largo de la cadena principal son “fuertes” (enlaces

covalentes), pero las conexiones subyacentes son “débiles” (enlaces de hidrógeno, interacciones

hidrofóbicas, fuerzas de Van der Waals) (Ver tabla 1.1). Éstos últimos, pueden romperse

debido a fluctuaciones térmicas y generar una gran cantidad de movimientos [23]. Éste

proceso, llamado desnaturalización, afecta los diferentes niveles estructurales de las protéınas.

En la estructura cuaternaria las subunidades de protéınas se separan mientras que, en la
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Figura 1.1: La secuencia de aminoácidos en la estructura primaria definirá el plegamiento y

función de la protéına. Los enlaces de hidrógeno (ver ĺıneas verdes del inset), entre aminoácidos

forman las hélices α (azul) y las hojas β, elementos particulares de la estructura secundaria. Las

dos posibles estructuras terciarias son la globular y la fibrilar. La unión de dos (o más) cadenas

polipept́ıdicas forman una molécula (estructura cuaternaria) funcional con varias subunidades.

Imagen adaptada de www.rcsb.org/pdb-101.

estructura terciaria se interrumpen distintos enlaces como: enlaces entre las cadenas laterales

de los aminoácidos (puentes de disulfuro entre cistéınas), enlaces dipolo-dipolo entre cadenas

laterales polares de aminoácidos y enlaces inducidos por fuerzas de Van Der Waals entre

cadenas laterales no polares. En la estructura secundaria las protéınas pierden todos los

patrones de repetición regulares como las hélices α y adoptan formas aleatorias.

La mayoŕıa de las interacciones que sustentan el plegamiento de las protéınas provienen

de los enlaces de hidrógeno [24, 25, 26, 27, 28]. De hecho, la conformación y estabilidad

de estructuras secundarias (hélices α y hojas β) y la selectividad en interacciones protéına-

ligando son reguladas por este tipo de enlace [24]. Un tipo espećıfico de enlace de hidrógeno

entre dos átomos es el enlace por puente de hidrógeno [23, 29]. En él, un átomo donador (D)
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y un átomo aceptor (A) simplemente son unidos al hidrógeno, por lo que se puede considerar

que esta interacción es parcialmente covalente y parcialmente electrostática [24, 30, 31]. El

enlace por puente de hidrógeno se muestra de la siguiente forma:

δ− δ+ ε−

D : H · · · A

Donde, el ion positivo (H) está localizado entre dos cargas negativas. La interacción óptima

se produce si las cargas son colineales mientras que, los enlaces no lineales son más débiles.

Sólo los átomos más electronegativos (F, O, N) forman enlaces de hidrógeno.

Los enlaces más fuertes que contribuyen a la estructura de las protéınas son los covalentes,

que se forman cuando dos átomos comparten electrones. Por ejemplo, los enlaces pept́ıdicos

(-CO-NH-), que son un tipo espećıfico de enlaces covalentes, conforman la cadena principal de

las protéınas y se presentan entre el grupo carboxilo (-COOH) de un aminoácido y el grupo

amino (-NH2) de otro aminoácido. El enlace de disulfuro (-S-S-), formado entre los grupos

tiol de los aminoácidos cistéınas, es otro tipo de enlace covalente en protéınas. Los puentes

de -S-S- forman enlaces entrecruzados que conectan cadenas polipept́ıdicas, responsables de

estabilizar la conformación estructural en protéınas.

Debemos remarcar que las protéınas pueden asumir un gran número de diferentes

conformaciones o subestados conformacionales que pueden tener las mismas o diferentes

Interacción kJmol−1 Observaciones

Covalente 200-1000 “fuerte”

Electrostática 10-30

Enlace de Hidrógeno 5-20

Van der Waals 1-10 Fuerza de dispersión

Hidrofóbica 0-20 No es una verdadera fuerza

Cuadro 1.1: En la tabla se muestran algunas caracteŕısticas de diversos tipos de intereacciones en las proteinas

[23].
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funciones biológicas. Estas van desde formar un sistema ŕıgido que mantiene la estructura

celular o realizar un trabajo espećıfico, como almacenar enerǵıa o materia (ox́ıgeno) o catalizar

una reacción. Las protéınas globulares son uno de los tipos más comunes y estables. Gran

parte de su estructura está constituida a partir de fragmentos de hélices α y hojas β. La

participación de enlaces de hidrógeno en cada enlace pept́ıdico que conforma a las hélices α

concede una gran estabilidad a esta estructura. Además, estos enlaces también dominan la

interacción de segmentos estirados de la cadena principal que conforman las láminas β.

La función biológica de una protéına depende de su correcto plegamiento y estabilidad

estructural por lo tanto, su desnaturalización afecta profundamente sus propiedades

funcionales [32, 33, 34]. La desnaturalización es el proceso en el cual las protéınas pierden su

estabilidad y su estructura nativa mediante la aplicación de un compuesto o estrés externo,

tales como solventes orgánicos e inorgánicos, cambios en pH, temperatura, entre otros. La

desnaturalización por calor, en protéınas, es asociada al rompimiento de enlaces de fuerzas

estabilizadoras como las interacciones hidrófobas y los puentes de hidrógeno [33]. Se ha

mostrado que la temperatura y el contenido del agua de protéınas desnaturalizadas que se

hidratan, condicionan el estado de las mismas,pudiendo ser altamente elástico o v́ıtreo[35]. La

transición v́ıtrea puede reflejar la dependencia intŕınseca a la temperatura de los movimientos

de los átomos en la propia protéına, en el disolvente unido a la superficie de la protéına,

o puede reflejar las contribuciones de ambos [36]. Por lo tanto, entender la dinámica del

rompimiento de puentes de hidrógeno durante el calentamiento de protéınas, puede dar una

mejor comprensión sobre la flexibilidad de las protéınas en diferentes estados de hidratación.

1.2. Hidratación en protéınas

La hidratación en protéınas determina en gran medida su estructura tridimencional, su

dinámica conformacional [37, 38] y actividad [39, 40, 41]. El proceso de hidratación se puede

considerar como un proceso de adición de moléculas de agua a una protéına seca, hasta que

alcanza un nivel de hidratación más allá del cual la adición de moléculas de agua no produce

cambios y solo diluye la protéına [42]. Se pueden identificar dos tipos de moléculas de agua
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de hidratación [43]. El primero, llena los vaćıos entre las cadenas de la protéına; por ejemplo,

las moléculas de agua que penetran en la albúmina sérica cuando se hincha al cambiar su pH

por debajo de 4. El segundo tipo, son moléculas de agua relativamente ligadas; por ejemplo,

moléculas de agua ligadas a los grupos polares en la superficie de la protéına.

El agua asociada a una protéına en el punto final de hidratación se le conoce como capa de

hidratación. Esta cubierta representa la cobertura conformada por una sola capa de moléculas

de agua en la superficie de la protéına. El agua fuera esta capa se perturba en un grado menor

y por lo general no se detecta mediante mediciones de propiedades como la capacidad térmica,

el volumen o el contenido de calor. Por lo tanto, en una solución concentrada de protéına

o en un polvo de protéına húmeda, a niveles de hidratación superiores al punto final de

hidratación, la perturbación de la multicapa del disolvente es pequeña en comparación con

la perturbación dentro de la monocapa, y la primera puede verse como un efecto de segundo

orden [42].

Si una protéına se disuelve en agua y posteriormente se elimina el agua gradualmente,

queda una cantidad residual de agua unida a la protéına [25]. La hidratación de una protéına

se puede describir en varios pasos [25, 42, 44, 45, 46, 47] según lo establecido por una variedad

de métodos: a) El primer evento importante es la ionización de grupos cargados o altamente

hidrófilos que se unen al agua en la secuencia COO− > NH+
3 > NH2 > COOH. En el

caso de la lisozima, los protones y las moléculas de agua se redistribuyen hasta que este

proceso se completa con aproximadamente 0,1 g de agua por g−1 de lisozima. b) Cambios en

el espectro infrarrojo (IR) de las bandas amida I y II indican que la hidratación de los grupos

C = O y NH ocurre simultáneamente, pero la hidratación del NH se completa primero. Esto

es debido a que el grupo NH dona un enlace de hidrógeno y se une solo a una molécula

de agua, mientras que el grupo C = O se puede unir a dos moléculas de agua. Debido a

que las moléculas de agua se encuentran predominantemente en la periferia de las protéınas

con algunas encerradas en el interior, los enlaces de hidrógeno establecidos entre cadenas

principales (o estructura secundaria) predominan en el núcleo de las protéınas. La estructura

secundaria está menos definida en la periferia donde los grupos pept́ıdicos C = O y N-H

tienen más libertad para interactuar con las moléculas de agua [25]. c) Para la lisozima, el
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inicio de su actividad cataĺıtica casi coincide con la cobertura total de los sitios polares con

agua. Esto podŕıa dar a la enzima la flexibilidad que necesita para una actividad completa.

d) A mayor hidratación, se produce una condensación del agua para completar el proceso de

hidratación.

1.3. Estudio de protéınas a través de espectroscoṕıa

infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscoṕıa infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) en biofluidos ha surgido

como una poderosa herramienta para escudriñar la estructura de macromoléculas [48, 49, 50].

El análisis de sus espectros puede indicar qué moléculas están presentes en una muestra y en

qué concentraciones. Los patrones complejos que se forman tras la evaporación de gotas de

biofluidos han sido estudiados durante los últimos años [51] y su estudio con espectroscoṕıa

ha mostrado ser un prometedor método para el diagnóstico de enfermedades [52, 53].

La varianza bioqúımica a través de una gota seca puede detectarse utilizando técnicas

espectroscópicas, como la transmisión o la reflectancia total atenuada (ATR). En el muestreo

de transmisión, un haz infrarrojo pasa a través de una fina peĺıcula de muestra y luego

choca contra el detector. Durante la interacción de luz-materia, el haz infrarrojo induce a

una molécula a entrar en un modo vibratorio superior debido a la transferencia de “paquetes

de enerǵıa” a ciertas longitudes de onda, que dependerán de la composición de la muestra

bajo análisis [53]. Estos intercambios dan como resultado un espectro, que se representa

mediante una gráfica de la intensidad de luz (transmitancia o absorbancia) en función de

alguna propiedad de la luz como la longitud de onda (λ) o el número de onda (cm−1).

El espectro está constituido por bandas (picos), que pueden interpretarse cualitativamente

(posición del pico) y cuantitativamente (intensidad del pico/área, intensidad relativa).

En el análisis de transmisión, generalmente la muestra se coloca en una celda transparente

al infrarrojo. En la tabla 1.2, se muestra una lista de los materiales transparentes al

infrarrojo más comunes. Entre ellos, los cristales de ZnSe son los más populares debido a
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su rango espectral relativamente amplio y su relativa libertad respecto de absorbancia de IR

en la región 4000-400 cm−1. Además, su transparencia visible proporciona la garant́ıa del

posicionamiento de la muestra dentro de una celda.

Material cm−1 ĺımite inferior Solubilidad en agua

Costo

KBr 400 Śı

CsI 200 Śı

AgCl 400 No

AgBr 300 No

ZnSe 700 No

Ge 600 No

Cuadro 1.2: Materiales transparentes al infrarrojo comúnmente usados en el análisis de transmisión [54].

En el caso espećıfico del estudio de protéınas con espectroscoṕıa infrarroja, se han

detectado 9 bandas de relevancia nombradas Amida A, B y I-VII [55, 56, 57]. Las bandas

de IR caracteŕısticas de las protéınas y péptidos se enumeran en la Tabla 1.3. Las bandas

amidas surgen de las vibraciones de grupos pept́ıdicos que proporcionan información acerca

de la estructura secundaria de las protéınas. Las bandas Amida I y II son las más prominentes

del esqueleto proteico [55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62].

La banda Amida A (∼ 3310-3270 cm−1) surge de la vibración de estiramiento NH, y su

frecuencia depende de la fuerza del enlace de hidrógeno. Esta banda suele ser parte de un

doblete de resonancia de Fermi cuyo segundo componente (Amida B) absorbe débilmente

entre ∼ 3100-3030 cm−1. Las respuesta de estas bandas no necesariamente son directamente

sensibles a la conformación de la cadena proteica. Su frecuencia depende de la fuerza del

enlace de hidrógeno N-H · · · O=C. Por lo tanto, estos modos de vibración nos proporcionan

información sobre las variaciones estructurales. El ancho de banda denota la estabilidad de la

estructura. Una mayor distribución de los enlaces pept́ıdicos de hidrógeno refleja una banda

más ancha; esto sugiere una disminución en la estabilidad de la estructura [64].
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Denominación Frecuencia aproximada cm−1 Descripcción

Amida A 3300 estiramiento NH

Amida B 3100 estiramiento NH

Amida I 1690-1600 estiramiento C=O

Amida II 1575-1480 estiramiento CN, flexión NH

Amida III 1301-1299 estiramiento CN, flexión NH

Amida IV 767-625 flexión OCN

Amida V 800-640 flexión fuera del plano NH

Amida VI 606-537 flexión fuera del plano C=O

Amida VII 200 torsión esqueletal

Cuadro 1.3: Bandas infrarrojas caracteŕısticas del enlace pept́ıdico [53, 55, 63].

La banda Amida I (1700-1600 cm−1) se origina a partir de la vibración de estiramiento

C = O del grupo amida, una contribución menor surge del estiramiento del enlace C −N y

la flexión del enlace N−H. La mayoŕıa de las protéınas contienen varios tipos de estructuras

secundarias (hélices α, hebras β, giros β y giros π) de las cuales un tipo puede predominar.

Por lo tanto, esta banda es un compuesto de absorbancias que surgen de los diversos tipos

estructurales, que resulta en una banda amplia y ”distorsionada”. Las frecuencias de los

componentes son determinadas mediante el acoplamiento del momento de transición de los

osciladores C = O y el enlace de hidrógeno del grupo C = O a los donantes de protones

(principalmente el grupo NH) [60, 65].

La banda Amida II (1600-1500 cm−1) se deriva principalmente de la flexión de NH y las

vibraciones de estiramiento C-N. Esta banda muestra una menor sensibilidad conformacional

de la protéına que su contraparte amida I [55].

En estas descripciones, se observaŕıa que las frecuencias de absorciones de las bandas

amida I y II se ven influenciadas por la fuerza de cualquier enlace de hidrógeno que involucre

a los grupos amida C = O y N − H [57]. En las protéınas, cada uno de los grupos amida

está involucrado en una estructura secundaria de algún tipo (una hélice, una hoja extendida,
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etc.) que a su vez están asociados con un patrón de enlaces de hidrógeno caracteŕıstico.

1.4. Formación de peĺıculas de protéınas

La formación de peĺıculas de protéınas a partir de la evaporación de gotas depende en gran

medida de la concentración, la humedad relativa, el tamaño de la gota y el ángulo de contacto

[19, 66, 67, 68, 69]. Su formación inicia al depositar una gota de solución de protéınas

sobre una superficie. Durante la evaporación de la gota, surge una competencia compleja

entre flujos capilares (impulsados por la continuidad) y flujos de Marangoni (impulsados

por los gradientes de tensión superficial) [70]. Los flujos capilares emergen cuando inicia

la evaporación en el borde de la base de la gota. El fluido se desplaza radialmente hacia

afuera para compensar la masa evaporada. Además, la gota permanece con un diámetro

constante y el ángulo de contacto disminuye debido a la deposición de part́ıculas en la ĺınea

de contacto. Esto genera el “anillo de café”; un patrón de anillo formado en los bordes de la

gota [71, 72, 73]. Los flujos de Marangoni, por otra parte, son producidos por los surfactantes

y los gradientes de temperatura y pueden considerarse opuestos a los flujos capilares. Éstos

hacen que el ĺıquido circule hacia adentro, deteniendo el efecto del anillo de café. De hecho,

cuando los surfactantes están presentes, los gradientes de tensión superficial promueven la

deposición uniforme debido a la formación de remolinos, vórtices, flujos de recirculación y

flujos de entrada radial [73, 74, 75, 76]. En general, la tensión superficial disminuye con la

concentración de surfactante.

Los flujos de Marangoni también pueden modificarse por la distribución de la temperatura

de la superficie en las gotas, pero hay dos puntos de vista diferentes sobre cómo puede ocurrir

esto. El primero sugiere que el borde de la gota es más fŕıo que su ápice debido a una mayor

evaporación en esta región [77]. El segundo propone que la parte superior de la gota está

a una temperatura más baja debido a la distancia del sustrato, lo que implica una mayor

conducción [70, 78].

Al depositar una gota sobre una superficie, esta puede incrementar su diámetro en los

primeros instantes de evaporación. La extensión de la ĺınea de contacto obedece a un balance
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de fuerza dado por la ecuación de Young: δsν = δsl + δlν cos(θ), donde δsl, δlν y δsν son las

tensiones de superficie sólido-ĺıquido, ĺıquido-vapor y sólido-vapor, y θ el ángulo de contacto.

Esta ecuación da el equilibrio mecánico de la ĺınea de contacto.
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2

Patrones producidos por gotas secas

de mezclas binarias de protéınas

suspendidas en agua

En este caṕıtulo presentamos un estudio experimental sobre la formación de patrones

producidos por la evaporación de suspensiones de gotas que contienen una mezcla binaria

de protéınas. Exploramos el aspecto estructural de tales peĺıculas utilizando microscoṕıa

óptica. A diferencia de lo que se ha reportado en la literaura, encontramos que la sal es

innecesaria para la formación de estructuras complejas, tales como agregados de cristales,

ramas dendŕıticas y onduladas, y cadenas entrelazadas. Estas caracteŕısticas estructurales

nos permiten diferenciar entre mezclas binarias de protéınas. Finalmente, discutimos el uso

potencial de este hallazgo para revelar la presencia de suspensiones proteicas, el estado

plegado y desplegado de una protéına, aśı como sus cambios estructurales.

Los patrones formados por la evaporación de una gota que contiene moléculas biológicas

han proporcionado información significativa sobre ciertas patoloǵıas. En este contexto, varios

trabajos proponen el estudio de soluciones proteicas como modelo para entender la formación

de peĺıculas de fluidos biológicos.

La formación de patrones producidos por la evaporación de gotas que contienen biofluidos
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es un tema de gran relevancia debido a su potencial uso para el diagnóstico de patoloǵıas. Por

ejemplo, las gotas de suero de sangre de pacientes con leucemia, anemia, hepatitis viral tipo B,

tuberculosis y cáncer de mama producen patrones complejos y bien diferenciados [10, 12, 79].

Un buen enfoque para la formación de tales depósitos ha sido el estudio de biomoléculas

[13, 80, 81, 82]. En particular, se han utilizado soluciones proteicas como modelos biológicos

simples [19, 66, 67].

La formación de patrones en peĺıculas de protéınas comienza con la deposición de

part́ıculas coloidales en la periferia formando el llamado “anillo de café”. Las peĺıculas

formadas se ven afectadas por interacciones protéına-protéına y protéına-sustrato las cuales

promueven la agregación de protéınas en el sustrato [67, 71, 78, 83, 84, 85, 86, 87].

La sal promueve la deshidratación de las protéınas haciendo más fuertes las interacciones

intermoleculares entre ellas. Esto produce agregados complejos en el interior de las peĺıculas,

como cristales, rosetas, festones y formas dendŕıticas, que están rodeados por un anillo de

grietas en la orilla de la peĺıcula [14, 15, 16, 17, 18].

A pesar de los numerosos estudios sobre gotas, se sabe muy poco sobre cómo la

interacción entre protéınas con diferentes estructuras afecta el proceso de secado. Las

protéınas pueden presentar una amplia gama de interacciones a diferentes niveles asociados

a su estructura [88, 89]. De hecho, un pequeño cambio en ellos (como los producidos por el

calentamiento de las protéınas) puede promover diferentes interacciones que conllevan a un

cambio significativo en un sistema biológico [90]. Las interacciones protéına-protéına (PPIs)

se refieren generalmente a un contacto f́ısico con el acoplamiento molecular entre dos o más

moléculas de protéınas, que se producen en una célula o en un organismo vivo como resultado

de eventos bioqúımicos [91, 92, 93]. Las asociaciones entre subunidades de protéınas están

dominadas por las fuerzas de Van der Waals, los enlaces de hidrógeno y los efectos hidrofóbicos

[94, 95, 96].
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2.1. Materiales y métodos

2.1.1. Preparación de protéınas

Se utilizaron lisozima (Sigma-Aldrich, L6876) y albúmina de suero bovino (BSA) (Sigma-

Aldrich, A2153) de alta pureza para preparar soluciones stock. Estas se disolvieron en agua

desionizada (Mili-Q, R=18.2 MΩcm) a una concentración de 2.00 wt% a 25◦C. Las soluciones

stock se diluyeron de acuerdo con las concentraciones deseadas. Las mezclas de soluciones

binarias de protéınas se prepararon combinando las soluciones que contenian un sólo tipo de

protéına. Una muestra de las soluciones se desnaturalizaron térmicamente a 90◦C durante

100 min. Nos referiremos a estas soluciones como: BSA∗ y Lisozima∗. Las soluciones se

almacenaron a 2◦C y antes de su deposición se termalizaron a temperatura ambiente.

2.1.2. Evaporación de la gota

Las gotas de las soluciones se colocaron en un portaobjetos de vidrio limpio utilizando una

micropipeta; en el portaobjeto se colocaron 10 gotas con un volumen de 2 µL. Las gotas se

evaporaron bajo condiciones ambientales controladas: T = 37◦C a humedad relativa del 30 %.

El proceso de evaporación fue grabado a 30 fps con una cámara digital (Nikon Digital, SLR

Camera D3200). Después de 30 min se observaron los depósitos en condiciones ambientales

utilizando un microscopio (Velab, VE-M4, 4× y 10×).

2.1.3. Análisis de imágenes

Utilizamos el perfil de densidad radial I(r) para realizar el análisis estructural de los patrones.

Esta cantidad describe un perfil de intensidades producidas por ćırculos concéntricos en

función de la distancia radial [82]. Para los objetos 2D, esta cantidad es dada por la siguiente

expresión:

I(r) =
1

2π

∫ 2π

0

i(r, θ)dθ, (2.1)
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donde i(r, θ) es la intensidad de luz local contenida en un ćırculo de radio r. Cada valor

de I(r) representa la suma de las intensidades de los ṕıxeles alrededor de un ćırculo con radio

r.

Para cuantificar la complejidad de las pequeñas estructuras circulares dentro de las

peĺıculas de protéınas, medimos la dimensión fractal de la masa d usando la ecuación

m = rd, donde d es el exponente de la ley de potencia y m es la masa media en una

caja de lado r. Aqúı, el número de ṕıxeles encerrados dentro del área de una imagen está

correlacionado con la masa de un objeto en una región delimitada. El análisis de los agregados

se realiza utilizando las fotograf́ıas correspondientes en escala binaria. El número de ṕıxeles

en un elemento de área corresponde a la masa contenida en el mismo elemento, que se

estima en 580 cuadrados concéntricos igualmente separados. Este procedimiento se repite en

diferentes lugares de la estructura. Finalmente, se calcula el promedio del número de ṕıxeles

de cada caja. La pendiente del log(m) en función del log(r) es la dimensión fractal de la

masa correspondiente d. Esta cantidad es una herramienta útil para caracterizar una amplia

diversidad de estructuras [97, 98, 99, 100].

2.2. Resultados y discusión

Morfoloǵıas del patrón de protéınas

La Fig. 2.1 muestra las peĺıculas correspondientes a las protéınas (BSA, BSA∗, lisozima

y lisozima∗), y los depósitos de mezclas de protéınas BSA-lisozima, BSA-lisozima∗, BSA∗-

lisozima y BSA∗-lisozima∗ a una concentración relativa de 50:50 (v/v). Utilizamos el perfil de

densidad radial para caracterizar la morfoloǵıa de estas peĺıculas, ver Fig. 2.1b y c. En

general, no hay diferencias significativas entre las peĺıculas formadas por soluciones que

contienen un sólo tipo de protéına. Sin embargo, cuando las protéınas se mezclan, aparecen

caracteŕısticas más complejas. La Fig. 2.1b muestra que todos los depósitos formados por una

sola protéına tienen una deposición uniforme que se correlaciona con la región plana en el

perfil de intensidad radial I(r). Los pequeños picos de I(r) están asociados con la formación de
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grietas, y el pico mayor en el borde de I(r) es producido por el anillo de café. Sin embargo, los

depósitos cambian cuando las dos protéınas se mezclan. La diferencia estructural más notoria

aparece en el interior de las peĺıculas. Mientras que las mezclas de BSA-lisozima muestran

la formación de una pequeña estructura circular (denotado en el cuadro amarillo de la Fig.

2.1a), las mezclas de BSA-lisozima∗ muestran una pequeña cavidad (cuadro púrpura de la

Fig. 2.1a), ver las pequeñas curvas convexas de la I(r) de la Fig. 2.1c. Por otro lado, las

mezclas que contienen BSA∗ muestran una gran región con rugosidad en el interior de la

peĺıcula. Esta caracteŕıstica estructural se muestra por una señal ruidosa (picos pequeños)

en la I(r).

Los fenómenos de nucleación y agregación son responsables de la morfoloǵıa final de

un agregado. La teoŕıa clásica de estos procesos [101, 102, 97], se ha extendido con éxito

para describir el fenómeno de cristalización molecular [103], en soluciones [104], protéınas

[105], sistemas coloidales [106] y medios granulares. Sin embargo, a pesar de varios intentos

para desarrollar la termodinámica fuera del equilibrio [107] y la mecánica estad́ıstica [108]

de pequeños agregados, todav́ıa no se ha establecido una teoŕıa completa. Esto debido a la

naturaleza intŕınseca de los procesos fuera del equilibrio que esta involucrada en la nucleación

y agregación, y además, al régimen de alta disipación en el que ocurren estos procesos. Por

lo tanto, desde un punto de vista teórico aun no es posible predecir la morfoloǵıa final de

una estructura, y aún persiste un punto interesante: ¿Qué tipo de estructuras tienen mayor

probabilidad de formarse? Afortunadamente, esto puede responderse experimentalmente

asociando la frecuencia de aparición de una estructura con una probabilidad estad́ıstica.

Nosotros encontramos que las mezclas binarias de BSA-lisozima∗ siempre forman cavidades

mientras que las mezclas BSA-lisozima siempre forman estructuras circulares diferentes. Esto

significa que la probabilidad de aparición de cavidades es 1. Además, podemos deducir que

no hay una estructura energéticamente más favorable que domine sobre las otras debido a

que las pequeñas estructuras circulares siempre son diferentes.
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Figura 2.1: (a)Depósitos formados durante la evaporación de una gota que contiene uno y dos

tipos de protéınas (a una concentración relativa φr= 50:50, véase el cuadrado negro interior)

sobre un sustrato a T = 37◦C y φ= 1.6 wt %. El color de las flechas indica el tipo de protéına

(nativa o desnaturalizada) en la mezcla. La pequeña estructura circular y la cavidad se muestran

en las pequeñas cajas amarillas y moradas, respectivamente. b) Perfil de densidad radial de los

depósitos formados por una gota seca que contiene un tipo de protéına. c) Perfil de densidad

radial de los depósitos de mezclas de protéınas. Las curvas fueron separadas por una constante

para apreciar sus diferencias.

2.2.1. Efecto de la concentración de protéına en la formación del

patrón

Analizamos la formación de depósitos a diferentes concentraciones relativas de protéınas

φr= A/B, donde A y B son moléculas de protéına de BSA y lisozima en la solución,

respectivamente. Aqúı, un valor pequeño de φr representa una alta concentración de lisozima,

mientras que un valor alto implica abundancia de BSA. La Fig. 2.2a muestra los depósitos
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formados para seis valores de φr=0.01, 0.07, 0.21, 1, 10.3, 100. La formación de las pequeñas

estructuras circulares aparece sólo en dos concentraciones relativas (φr= 0.07 y 0.21).

Claramente, altas concentraciones de lisozima producen grietas en el centro de los depósitos,

mientras que el resto de ellos sólo presentan grietas en el anillo. El perfil de densidad radial

de los depósitos correspondientes de la Fig. 2.2a se muestra en la Fig. 2.2b. Los depósitos

de lisozima muestran grietas en toda la superficie. Las fracturas se correlacionan con los

pequeños picos en el I(r). Otro cambio visible en los depósitos es la forma y el tamaño

de los anillos. En la Fig. 2.2c se muestra el radio normalizado del anillo γ en función de

φr. Curiosamente, a φr= 1 se observa la formación del anillo de café más estrecho y mejor

definido. La naturaleza de los cambios en el anillo de café y la formación de grietas en las

mezclas binarias de protéınas se discutirán más adelante, véase la Sección 2.2.2.

Sorprendentemente, las pequeñas estructuras circulares conforman diferentes morfoloǵıas

con las mismas condiciones f́ısicas. Forman grupos de cristales, ramas onduladas y cadenas de

cristales desordenadas (véase la Fig. 2.3a). La correspondiente I(r) de las estructuras de la Fig.

2.3a se representa en la Fig. 2.3b. Los pequeños picos de I(r) representan agregados, ramas o

cadenas de cristales. El pico grande de I(r) corresponde a una región densa de cristales al final

de la estructura circular. Observamos que la región central de algunas estructuras circulares

es similar a los aglomerados formados por el algoritmo de agregación limitada por difusión

(DLA), que describe el crecimiento dendŕıtico en el ĺımite de baja concentración de part́ıculas

y agregación lenta [97]. Este algoritmo explora la agregación de part́ıculas no interactivas en

un espacio bidimensional. En general, la dimensión fractal de masa D = 1.71 caracteriza los

aspectos morfológicos de los aglomerados DLA de acuerdo con m/rD, donde m es la masa

contenida en un cuadrado del lado r. De manera similar, describimos aspectos geométricos y

topológicos de las estructuras circulares. La Fig. 2.3c muestra el número promedio de ṕıxeles

en función de r de las imágenes correspondientes de la Fig. 2.3a. La dimensión fractal de

masa de mayor valor corresponde a la imagen A (D = 1,77), y E muestra la menor valor

(D = 1,62). Encontramos que el grado de orden de las estructuras circulares aumenta con la

masa (ver el recuadro de la Fig. 2.3c). Esto se debe a que la inhomogeneidad disminuye a

medida que se agregan más protéınas en los grupos.
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Figura 2.2: Formación de patrones a diferentes concentraciones relativas. (a) Gotas secas de una

serie de suspensiones de protéınas a diferentes a φr= 0.01, 0.07, 0.21, 1, 10.3, 100. La flecha

negra indica la dirección en la que aumenta la concentración de cada protéına. b) El perfil de

densidad radial de los depósitos formados por gotas que contienen una mezcla de protéınas a

φr=10,3, 1, 0,07. Las curvas están separadas por una constante para apreciar sus diferencias.

(c) El radio normalizado del anillo de café γ en función de φr. Las barras de error corresponden

a desviaciones estándar de n = 10.

Exploramos la formación de patrones a diferentes concentraciones de protéınas. La

Fig. 2.4a muestra los patrones proteicos de lisozima, BSA y mezclas de soluciones a

concentraciones φ= 0.4-2.0 wt %. Los depósitos son radialmente simétricos con superficies

interiores lisas, grietas espaciadas en el borde, y un “anillo de café” bien definido. Debemos

notar que, mientras el ancho del anillo y las zonas de agrietamiento de los patrones de BSA

aumentan a medida que aumenta la concentración, el ancho del anillo de los depósitos de

lisozima no lo hacen. Todos los patrones de las mezclas presentan caracteŕısticas morfológicas

similares a las de los depósitos de BSA. La pequeña estructura compleja en la zona central
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Figura 2.3: Estructuras circulares. a) Estructuras circulares formadas por gotas secas a φ=

1.6 wt % y T = 37◦C. (b) Perfil de densidad radial de las estructuras correspondientes en

(a). Las curvas están separadas por una constante para apreciar sus diferencias. c) La masa

promedio en función de r para las estructuras correspondientes en (a). Inset: las dimensiones

fractales. Gráfica log− log del número promedio de ṕıxeles m relacionados con los agregados de

protéınas en relación con el radio de giro r tomado en diferentes lugares para las estructuras

correspondientes de (a).

de los depósitos aparece en patrones formados a altas concentraciones de protéına (1.6 y

2.0wt %). Hay que destacar que estas estructuras tienen caracteŕısticas similares: ramas

dendŕıticas que están rodeadas de pequeños cristales. Finalmente, encontramos que el radio

normalizado del anillo γ aumenta en función de φ para cualquier solución proteica, ver Fig.

2.4b. Esto significa que, independientemente de la concentración de la mezcla de protéınas,

surgen mecanismos de transporte y procesos de agregación similares, que dan lugar al anillo

de café.
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Figura 2.4: Efecto de la concentración de protéınas. (a) Los patrones formados durante la

evaporación de una gota compuesta por dos tipos de protéınas a una concentración relativa

φr= 50:50 y φ= 1.6 wt %. (b) El radio normalizado del anillo de café γ en función de φ . Las

barras de error corresponden a desviaciones estándar de n = 10.

2.2.2. Formación de patrones de soluciones de mezclas de pro-

téınas

La morfoloǵıa de la peĺıcula de una solución de mezclas de protéınas es consecuencia de la

competencia entre la gelificación y la cinética de desecación [67]. Una evaporación más rápida

en el borde de la gota produce un flujo radial que aumenta la concentración de protéınas

generando un efecto de anillo de café [71, 72, 109], ver Fig. 2.5a y b. Después de esto, el

proceso de gelificación forma un borde. El fluido (en forma de domo) se desplaza hacia el

interior de la gota mientras aparecen patrones de grietas en la periferia del anillo (Fig. 2.5c

y d). En esta etapa también puede aparecer una superficie granulosa. Finalmente, el residuo

de la solución binaria genera una estructura circular compleja en el centro del depósito (Fig.

2.5e y f).

Los agregados resultantes de protéınas en un medio acuoso son más probables que surjan

de intermediarios espećıficos parcialmente plegados (protéınas parcialmente desplegadas)
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Figura 2.5: Formación de peĺıculas. Imágenes secuenciales del proceso de evaporación de gotas de

BSA-lisozima∗ (T = 37◦C, φr= 50:50 y φ= 1.6 wt %) en diferentes momentos: a) la evaporación

de la gota comienza a t = 0 s, (b) la formación del anillo de café a t = 18.6 s, (c) el fluido,

en forma de domo, se mueve hacia el interior de la gota (t = 147.6 s). La flecha indica el

movimiento del fluido. (d) Los patrones de grietas aparecen en la periferia del anillo mientras

el fluido continúa moviéndose hacia el centro del depósito (t = 153.6 s). La formación de la

estructura circular compleja a (e) t = 186 y (f) 195.6 s.

[110, 111, 112] y protéınas en estado desnaturalizado (protéınas totalmente desplegadas)

[113]. La agregación de esta última ocurre cuando las cadenas hidrofóbicas laterales de una

protéına desplegada se distribuyen aleatoriamente en pequeñas subunidades estructurales,

que interactúan intermolecularmente con otras subunidades de superficies hidrofóbicas de

moléculas vecinas formando pequeños grupos [113]. Cabe señalar que los intermediarios

parcialmente desplegados forman grandes fracciones contiguas de superficies hidrofóbicas que

se conectan con otras. Por lo tanto, estos son más propensos a agregarse que las protéınas

completamente desplegadas.

Las protéınas parcial o totalmente desplegadas exponen sus partes hidrofóbicas generando

agregados entre protéınas. Si una protéına de menor tamaño interviene durante este proceso,

queda atrapada dentro de estas interacciones, resultando en la formación de agregados
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complejos. Este fenómeno podŕıa explicar la formación de depósitos en la solución que

contiene una mezcla de moléculas de BSA y lisozima, donde el tamaño de esta última es cuatro

veces menor. De este modo, la interacción de las subunidades hidrofóbicas de las protéınas

BSA∗ domina sobre las de lisozima, siendo esta última el agente que queda atrapado como

impureza. Por lo tanto, en la Fig. 2.1a. se puede observar un claro aumento de la rugosidad

del depósito BSA∗-LYZ∗. De hecho, este efecto es evidente al observar los depósitos de BSA∗-

LYZ, donde la rugosidad es ligeramente menor debido a que la lisozima en estado nativo

se involucra en menor medida (es decir, menos de estas moléculas están atrapadas en el

proceso de agregación). Hay que tener en cuenta que los depósitos de BSA-LYZ∗ no muestran

rugosidad. Esto se debe a que las moléculas de BSA son cuatro veces más grandes que las de

la lisozima, lo que permite el proceso de libre agregación forme depósitos simples.

La formación de las pequeñas estructuras circulares en el último proceso de evaporación

de las soluciones de BSA-LYZ podŕıa entenderse utilizando una analoǵıa con la transición

v́ıtrea [114]. Este esquema propone que la creación de agregados desordenados surge en la

agregación súbita, como ocurre en la última etapa de evaporación de la gota. En esta etapa, las

protéınas no pueden explorar en relativa libertad todo el espacio fase. Esta rápida agregación

de las protéınas permite la formación de diferentes estructuras desordenadas en las mismas

condiciones f́ısicas, como se puede ver en la Fig. 2.3.

La formación del anillo de café más estrecho y mejor definido a φr= 1 (ver Fig. 2.2) se

explica por la competencia entre los flujos capilares (impulsados por la continuidad) y los

flujos Marangoni (impulsados por los gradientes de tensión superficial) [70] que aparecen en

las primeras etapas de la evaporación de la gota. Durante este proceso, los flujos capilares se

mueven radialmente hacia afuera para compensar la pérdida de masa debido a la evaporación

de las moléculas de agua que ocurre principalmente en el borde de la gota. De hecho, este

mecanismo de transporte generó el llamado “efecto anillo de café”[71, 72, 109]. Los flujos

de Marangoni, por otro lado, son producidos por surfactantes y gradientes de temperatura.

Pueden detener el efecto del anillo de café forzando al fluido a circular hacia adentro en la

gota [73, 74, 75, 76].

Las moléculas de protéınas de BSA y lisozima también tienen la capacidad de modificar la
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tensión superficial de las soluciones acuosas [115]. Esto significa que cada protéına, en una

gota, produce mayores flujos de Marangoni reduciendo el efecto del anillo de café, formando

depósitos uniformes con una forma de anillo. Sin embargo, ya que la BSA tiene una carga neta

negativa en agua pura y la lisozima una carga neta positiva, en una concentración relativa a

φr=1 la carga se neutraliza. En este escenario, el efecto de los flujos Marangoni disminuye,

permitiendo la formación del anillo de café más estrecho y mejor definido a través de los

flujos capilares.

En general, los patrones de grietas se forman cuando las tensiones producidas por la

competencia entre la evaporación del disolvente y la adhesión del gel sobre el sustrato superan

la resistencia del material. La Fig. 2.2a muestra que a altas concentraciones de lisozima

aparecen grietas en toda la superficie de la peĺıcula, mientras que en el resto de los depósitos

se forman grietas en el anillo de café. La distribución espećıfica de las grietas antes mencionada

podŕıa indicar que en los depósitos formados por BSA y lisozima, la mayoŕıa de las moléculas

de BSA están colocadas en el centro. Esto ocurre porque durante la evaporación de una

gota, a pesar de que las moléculas de lisozima con bajo peso molecular pueden llegar primero

al centro del depósito sobre el sustrato, estas son desplazadas por las moléculas de BSA

relativamente más grandes, que llegan después (de forma similar al efecto Vroman [116]). Por

lo tanto, con el aumento de la resistencia del depósito (como en los depósitos formados por

BSA solamente), no se observa la formación de grietas en el centro.

Hay dos puntos importantes a destacar sobre la formación de patrones de mezclas de

protéınas binarias. En primer lugar, protéınas con diferente estructura generan diferentes

interacciones intermoleculares. En segundo lugar, estas interacciones intermoleculares dan

lugar a procesos de agregación espećıficos que generan patrones con caracteŕısticas únicas.

Este hallazgo podŕıa ser útil para revelar la presencia de una protéına en soluciones acuosas,

en su estado plegado o desplegado, aśı como los cambios estructurales en las protéınas.

Estudios similares sobre la evaporación de gotas que contienen biomoléculas han demostrado

que las interacciones espećıficas generan depósitos de patrones con caracteŕısticas distintivas

[117, 118, 119, 120, 121]. Recientemente, se han utilizado part́ıculas de poliestireno cargadas

mezcladas con protéınas (BSA y hemoglobina) para analizar los cambios en los patrones de
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las gotas evaporadas [122]. Una ĺınea de razonamiento similar podŕıa utilizarse para revelar la

presencia de una protéına en una solución mediante la interacción espećıfica con otra protéına

de diferente tipo o estructura.

2.3. Conclusiones

En este estudio se analizó el efecto de la interacción entre protéınas con diferente estructura

sobre la formación del patrón reminiscente de la evaporación de gotas examinadas mediante

el uso de microscopio óptico. En la región central de los patrones, los depósitos muestran

las diferencias estructurales más notorias. Observamos la formación de pequeños agregados

cristalinos, estructuras dendŕıticas, ramas onduladas y cadenas entrelazadas; aśı como la

creación de cavidades y una región áspera que cubre el centro de la peĺıcula. Resulta

interesante que, la adición de sales en la solución no es necesaria para la formación de tales

agregados complejos contrario a lo que se ha reportado. También, encontramos que el tamaño

del anillo de café aumenta con la concentración de protéınas. Analizamos las formaciones

de patrones a diferentes concentraciones relativas y encontramos que el anillo de café más

estrecho y mejor definido aparece a una concentración relativa de 1:1.

En general, la evaporación de una gota que contiene dos protéınas diferentes es impulsada

por sus interacciones moleculares que finalmente generan patrones con caracteŕısticas

complejas. Este importante resultado sugiere que la presencia de fenómenos emergentes

dentro de una gota derivan de la interacción de protéınas con diferentes estructuras. Por

lo tanto, para una mejor comprensión de la formación de depósitos de biofluidos complejos,

es necesario entender la formación de peĺıculas de mezclas de multicomponentes.

Los resultados obtenidos de esta sección están contenidos en un art́ıculo cuyo t́ıtulo es

“Patterns produced by dried droplets of protein binary mixtures suspended in water”, que

fue publicado en la revista Colloids and Surfaces B: Biointerfaces en 2018 [123].
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3

Efecto de la re-hidratación de

peĺıculas de protéınas

Estudiar las interrelaciones entre la capa de hidratación y la movilidad relativa de las

diferentes regiones de las macromoléculas permiten avances considerables en el entendimiento

de distintos procesos. Entre ellos podemos mencionar la pérdida de la actividad enzimática y

la funcionalidad de las protéınas [124], la transición de fase en el conjunto de ĺıpidos [125] y

el cambio en las propiedades f́ısicas de las melaninas [126], en condiciones de deshidratación

extrema.

Los espectros infrarrojos de protéınas parcialmente hidratadas son una rica fuente de

información tanto para conocer el estado de las moléculas de agua que interactúan con

las protéınas, como de la protéına misma [127]. Esto debido a la gran sensibilidad de los

modos vibracionales en los enlaces de hidrógeno [42]. Los pioneros en el estudio de la

hidratación en protéınas globulares utilizando la espectroscopia infrarroja, fueron Buontempo

y colaboradores [128]. Ellos analizaron espectros de peĺıculas de protéınas antes y después de

un proceso de deshidratación. Los autores encontraron que las bandas amidas A y B están

fuertemente influenciadas por moléculas de agua ligadas a la protéına. Además, observaron

una intensa banda alrededor de 3300 cm−1 que es atribuida a estiramientos -NH, y una

contribución en 3450 cm−1 que es atribuida al estiramiento -OH del agua. Su estudio evidenció
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la presencia de moléculas de agua que interactúan entre śı y con la superficie de la protéına, en

la región 3300-3000 cm−1, siendo posible distinguir una contribución debida al agua ĺıquida

y al agua estrechamente ligada.

Más recientemente, Bridelli [129] estudió la hidratación en peĺıculas de protéınas,

globulares y fibrosas, cambiando las condiciones de humedad relativa. Concluyó que la

privación del agua en protéınas induce su reordenamiento estructural por su interacción

intŕınseca con el agua. Esto conduce a la reestructuración local de la molécula y a

una modificación en la exposición de los grupos de cadenas laterales. El primer efecto,

representado por la banda de estiramiento -OH, afecta al segundo, controlado por cambios

en la región de las huellas dactilares (1500-500 cm−1). Bridelli observó que a medida que

aumentaba la hidratación, en ambos tipos de protéınas, la intensidad del espectro IR

aumentaba en la región de estiramiento -OH (4000-3000 cm−1) y ocurŕıa de forma contraria

al deshidratar las protéınas. La autora realizó una descomposición del contorno del espectro

en sub-bandas Gaussianas en la región de estiramiento OH, y la correlacionó con la red de

enlaces de hidrógeno alrededor de la protéına. Tanto en la protéına fibrosa (colágeno) como

en la globular (lisozima), encontró más de una clase de moléculas de agua que interactúa

ı́ntimamente o no con la macromolécula. El primer componente de las sub-bandas gaussianas

apunta a altos número de onda (∼3500 cm−1), éste está asociado a moléculas de agua

localizadas en la capa externa de la coraza de hidratación que recubre la protéına. La

segunda clase alcanzan un punto máximo en números de onda intermedios (∼3400-3290

cm−1) y se identifica con moléculas de agua que interactúan directamente con la cadena

principal de las protéınas, actuando como puentes de agua dentro de la cadena pept́ıdica y/o

interconectando las diferentes cadenas. El último componente representado con una ancha

sub-banda Gaussiana (∼3000-3100 cm−1) expone una amplia configuración de estados de

vibración del agua. Estas son atribuidas a moléculas de agua localizadas cerca de la superficie

de la protéına y al hidrógeno unido a los grupos polares y cargados expuestos a la superficie

de la macromolécula. También, se relaciona con moléculas de agua que interactúan con otras

moléculas de agua vecinas que han sido absorbidas.

La rehidratación directa de peĺıculas formadas de la evaporación de gotas ha sido
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explotada para la preparación de soluciones de liposomas e incluso para generar estrategias

para el diagnóstico. Por ejemplo, E. Oropeza-Guzmán et al. [130] desarrollaron un método

simple para formar liposomas depositando directamente gotas de agua sobre depósitos de

gliserofosfoĺıpidos. Por otra parte, R. Hernández-Perez et al. [131] depositaron gotas de

diferentes soluciones en diferentes instantes, con el objetivo de realizar bioensayos en un

dispositivo que aprovecha el mezclado que surge durante la evaporación de gotas. Si bien, el

proceso de rehidratación directa de peĺıculas es muy prometedor, hasta ahora no se conoce

cómo este proceso afecta tanto las caracteŕısticas morfológicas de los depósitos complejos

como la estructura interna de sus bio-componentes.

3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Preparación de protéınas

Se utilizaron albúmina de suero bovino (BSA)(Sigma-Aldrich, A2153), cloruro de litio (LiCl),

cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCl) y cloruro de cesio (CsCl) de alta pureza

para preparar soluciones stock. Estos compuestos se disolvieron en agua desionizada (Mili-Q,

R=18.2 MΩcm) a una concentración de 2.00 wt% a 25◦C. Las soluciones stock de protéınas

y diferentes sales, fueron diluidas de acuerdo con la concentración de protéına (φp= 1wt %) y

sal (φ= 0.01-1 wt %) deseada. Las soluciones se almacenaron a 2◦C y antes de su deposición

se termalizaron a temperatura ambiente.

3.1.2. Fabricación de peĺıculas de protéınas

Para el análisis con espectroscoṕıa infrarroja, las gotas de las soluciones se colocaron en

una ventana de ZnSe utilizando una micropipeta; el volumen de las gotas fue de 10 µL. Su

evaporación se llevó a cabo bajo condiciones ambientales controladas: T = 25◦C a humedad

relativa del 55 %. Para cada solución se fabricaron 4 peĺıculas.
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3.1.3. Proceso de re-hidratación en peĺıculas de protéınas

Un ciclo de rehidratación directa consiste en suspender gotas de 10 µL de agua desionizada

sobre las peĺıculas de BSA generadas por una gota del mismo volumen. Durante este

proceso las protéınas absorbidas al sustrato se hidratan y disuelven en la gota. El tiempo

de evaporación y adquisición del espectro, de peĺıculas, para cada ciclo es de 2 hrs. Una

representación esquemática de los ciclos de hidratación directa se muestra en la Fig. 3.1.

Figura 3.1: Representación esquemática de los ciclos de re-hidratación directa sobre las peĺıculas

de protéınas.

3.1.4. Mediciones por FTIR

Los espectros de IR fueron medidos con el equipo Jasco FT/IR-4700. Las peĺıculas de

protéınas se colocaron en un lente invisible al infrarrojo (ZnSe) y posterior al proceso de

re-hidratación se colocaron en un soporte para su medición. Para cada espectro, se midió

un interferograma de 66 barridos con una resolución de 4cm−1 en la región 4000 a 600cm−1.

Este proceso se repitió 5 veces para cada muestra. En un experimento separado, se midió el

espectro del lente sin muestra como espectro de referencia en condiciones idénticas.

3.1.5. Análisis de espectros

Los espectros se analizaron en el programa OriginLab, versión 2016. A cada espectro se le

realizó una corrección de la ĺınea base y posteriormente se le sustrajo el espectro de referencia.
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Los espectros diferenciados resultantes se suavizaron con una función Savitsky-Golay de siete

puntos [132] para eliminar el posible ruido blanco.

3.1.6. Diferencia máxima relativa de absorbancia

Para comparar la absorbancia a diferentes intervalos de números de onda donde el espectro

brinde información relevante acerca de la estructura de las protéınas, definimos la absorbancia

máxima relativa de la siguiente manera:

δAbsi =
(Ai −Bi)

Bi

, (3.1)

donde A y B son los valores máximos de la absorbancia en el intervalo de número de onda

i.

3.2. Resultados y discusión

En la Fig. 3.2a se muestra la absorbancia como función del número de onda para 4 ciclos

de rehidratación de peĺıculas formadas por soluciones de BSA (φp=1 wt %) libres de sal. La

hidratación directa incrementa la intensidad de absorbancia de las peĺıculas. Un acercamiento

donde se aprecia claramente este efecto se muestra en la Fig. 3.3b. El aumento de intensidad

del espectro en la región 4000-3000 cm−1 indica el incremento de la vibración de enlaces -OH

y -NH (amida A). Esta región es asociada con tres tipos de moléculas de agua: (1) moléculas

de agua localizadas en la capa externa de la coraza de hidratación que recubre la protéına,

(2) moléculas de agua ligadas y (3) moléculas de agua localizadas cerca de la superficie de la

protéına, y al hidrógeno unido a los grupos polares y cargados expuestos a la superficie de la

macromolécula.

La absorbancia en la región Amida I (1700-1600 cm−1) surge principalmente de

estiramientos C=O de la cadena principal y de estructuras helicoidales α. Por lo tanto, un

incremento en la intensidad de estos enlaces significa que la protéına se está estabilizando.

Por otra parte, la Fig. 3.2c muestra que los ciclos de rehidratación directa no afectan
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Figura 3.2: Espectros IR de peĺıculas de protéınas libres de sal. En (a) se muestra la absorbancia

como función del número de onda para cuatro ciclos de rehidratación de peĺıculas formadas

por soluciones de BSA (φp=1 wt %). (b) Acercamiento de (a) en la región 3600-2800 cm−1. (c)

Peĺıculas de BSA para los diferentes ciclos de hidratación.

significativamente la morfoloǵıa de las peĺıculas de protéınas.

Para cuantificar el incremento de la absorbancia como función de los ciclos de

rehidratación, estimamos la absorbancia máxima relativa para intervalos de número de

onda de relevancia (de 32999-3297 cm−1 y 1658-1650 cm−1, respectivamente), ver Fig. 3.3.

Claramente, los ciclos de rehidratación incrementan la intensidad de la absorbancia. Resulta

interesante que depósitos sin hidratar directamente pierden absorbancia. Esto significa que el

número de enlaces OH/ NH y C=O disminuye (Fig. 3.3a y 3.3b, respectivamente), implicando

que hay una disminución en el número de moléculas de agua que interactúan con la protéına,

y que este proceso de deshidratación toma lugar en escalas temporales largas. Además, esto
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Figura 3.3: Se muestra el caso de peĺıculas re-hidratadas y peĺıculas control (sin hidratación) en

las regiones de (a) enlace simple y (b) amida I. Las barras de error corresponden a desviaciones

estándar de n = 4.

significa que hay una pérdida de helices α en la estructura de protéına, por lo que ésta pierde

estabilidad.

También exploramos el efecto de re-hidratación de peĺıculas de BSA con sales, ver Fig. 3.4.

La absorbancia como función del número de onda para 4 ciclos de rehidratación de peĺıculas

de protéınas con NaCl (φp=1 wt % y φ=0.10 wt %, respectivamente) se muestra en la Fig.

3.4a. La Fig. 3.4b muestra un acercamiento de la absorbancia dentro de la región de 3800-2800

cm−1. Encontramos que, a diferencia de los depósitos de protéınas libres de sal, en las peĺıculas

de protéınas con sal no hay una hidratación progresiva, la intensidad en la absorbancia puede

aumentar o disminuir sin importar el número de ciclos. Una posible explicación para este

fenómeno yace sobre la compleja competencia de asociación del agua entre las protéınas y

iones, donde los iones de cloro y sodio pueden inhibir o no los nuevos enlaces de agua con

la protéına. Molecularmente esto puede indicar que los ciclos de hidratación permiten un

reordenamiento de la capa de contraiones alrededor de las protéınas compitiendo de alguna

forma con la coraza de hidratación de la protéına. Resulta interesante que a pesar de que en

el interior de las peĺıculas hay una formación de agregados complejos, después de cada ciclo
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Figura 3.4: Espectros IR de peĺıculas de protéınas con NaCl. En (a) se muestra la absorbancia

como función del número de onda para cuatro ciclos de rehidratación de peĺıculas formadas por

soluciones de BSA (φp=1 wt %) y NaCl (φ=0.10 wt %). (b) Acercamiento de (a) en la región

3600-2800 cm−1. (c) Peĺıculas de BSA/NaCl para los diferentes ciclos de hidratación.

de re-hidratación directa, la morfoloǵıa de los depósitos es semejante, ver Fig. 3.4c.

La Fig. 3.5 muestra la absorbancia máxima relativa para intervalos de número de onda de

relevancia. Claramente, tanto en la región de enlaces simples como la banda amida I, (Fig. 3.5a

y 3.5b, respectivamente), no hay diferencias significativas entre los ciclos de rehidratación.

Sin embargo, nuevamente observamos que los depósitos sin hidratar directamente pierden

absorbancia, significando que el número de enlaces OH/ NH y C=O disminuye.

Para conocer el efecto de la concentración de sales sobre la rehidratación de peĺıculas

de protéınas realizamos experimentos con cuatro concentraciones de NaCl. En Fig. 3.6a se

muestran las estructuras generadas después de un ciclo de rehidratación directa a diferente
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Figura 3.5: Se muestra el caso de peĺıculas de BSA/NaCl (re-hidratadas) y peĺıculas control (sin

hidratación) en las regiones de (a)enlace simple y (b) amida I. Las barras de error corresponden

a desviaciones estándar de n = 4

concentración. A simple vista se observa que el número y la complejidad de los agregados

dentro de los depósitos incrementa con la concentración. Además, el ciclo de rehidratación no

induce cambios morfológicos significativos. Encontramos que la absorbancia decrece conforme

aumenta la concentración de NaCl, ver Fig. 3.6b. Esto significa que la capa de contra-iones

alrededor de las protéınas es cada vez más densa impidiendo la interacción de las moléculas

de agua con las protéınas aún después de un ciclo de rehidratación. Además, al aumentar la

concentración de sal, algunas de las moléculas de agua pueden ser atráıdas por los iones, lo

que disminuye el número de moléculas de agua disponibles para interactuar con las protéınas.

Para escudriñar el papel de los iones en el proceso de hidratación directa, realizamos

experimentos comparando el efecto de cuatro diferentes sales dentro de soluciones de BSA. En

la Fig. 3.7a se muestra que las peĺıculas generadas después de un ciclo de rehidratación directa

para cuatro soluciones conteniendo diferentes cationes, en donde no se observan cambios

morfológicos significativos. En la Fig. 3.7b se observan los correspondientes espectros de las

peĺıculas de la Fig. 3.7a. Observamos que la forma de los espectros es similar para todas las

peĺıculas a excepción del cloruro de litio (LiCl), donde además la intensidad de absorbancia
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Figura 3.6: Efecto de la concentración de NaCl. (a) Peĺıculas formadas de la evaporación de

soluciones de BSA(φp=1 wt % ) con diferente concentración de NaCl (φ=0.01-1 wt %). (b)

Absorbancia como función del número de onda para distintas concentraciones de NaCl.

es mayor. El aumento en la absorbancia del CsCl, con respecto a las sales con iones de Na

y K, sugiere que el Cs permite una mayor hidratación en las peĺıculas. La forma y tamaño

del espectro del LiCl no solo es indicativo de una mayor hidratación sino que además, este

ión permite la participación de nuevos modos de vibración en relación con las moléculas

de agua. Esto es debido a que el litio (el catión con menor radio iónico) tiene una mayor

fuerza de interacción electrostática con las moléculas de agua, interrumpiendo y modificando

los enlaces de hidrógeno entre moléculas de agua y moléculas de agua-protéına, generando

una distribución anisotrópica de moléculas de agua. En el modelo de Collins (“concepto de

igualación de afinidades de agua”) los iones se consideran como una esfera con una carga

puntual en el centro. Cuando los iones son pequeños, las moléculas de agua circundantes

están fuertemente unidas (los iones son duros o kosmotrópicos), mientras que cuando los

iones son de mayor tamaño, la capa de hidratación está unida débilmente (los iones son
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Figura 3.7: Efecto de diferentes iones sobre la re-hidratación de BSA. (a) Peĺıculas de BSA(φp=1

wt % ) con diferentes sales: LiCl, NaCl, KCl y CsCl (φ=0.10 wt %). (b) Absorbancia como

función del número de onda para distintas sales.

suaves o caotrópicos). La discriminación entre ambos tipos proviene de la fuerza relativa de

las interacciones ion-agua en comparación con las interacciones agua-agua.

3.3. Conclusiones

En conclusión, realizamos un estudio sobre el efecto de la re-hidratación directa de depósitos

de protéınas. Encontramos que es posible asociar cambios conformacionales inducidos por re-

hidratación en peĺıculas de protéınas, por sus espectros de IR. Además, la re-hidratación

de las peĺıculas establece interacciones ı́ntimas de moléculas de agua con las protéınas.

Por otra parte, los ciclos de rehidratación de peĺıculas de protéınas con sales influyen de

forma aleatoria sobre la interacción agua-protéına. Finalmente, encontramos que los depósitos

formados por bajas concentraciones de diferentes iones son macroscópicamente semejantes y

no diferenciables, pero que estos pueden ser claramente clasificables utilizando los espectros de
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absorbancia. En el contexto de diagnóstico de enfermedades, a través del análisis de depósitos

de biofluidos, este resultado sugiere el uso de técnicas complementarias para diferenciar entre

los componentes de soluciones.
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4

Efecto de tratamientos térmicos sobre

la estructura de la BSA

Los tratamientos térmicos son procesos fundamentales tanto en la producción de concentrados

de protéına de suero, como en el procesamiento de productos alimenticios. Sin embargo, estos

pueden afectar la estructura y las propiedades de las protéınas de manera irreversible. Durante

los tratamientos térmicos, pequeños reordenamientos estructurales cubren un amplio rango

de distancias y escalas de tiempo que vaŕıan desde femtosegundos a microsegundos [36]. Los

pequeños movimientos dependen de las fluctuaciones térmicas y permiten que las protéınas

alcancen estados energéticamente más favorables (estado plegado) [133]. Cambios abruptos

en la temperatura pueden inducir grandes cambios estructurales y conducir a un proceso de

desnaturalización en protéınas, tanto hidratadas como anhidras [34]. Si estos cambios son

irreversibles, se induce una reducción en la solubilidad de la protéına, la cual, influye sobre

las propiedades de emulsificación, espumación y gelificación en sistemas alimenticios [134].

Dependiendo de la temperatura y del contenido de agua, las protéınas, ya sea en estado

nativo o desnaturalizadas, pueden estar en un fase altamente elástica o ŕıgida [35].

Aunque la desnaturalización térmica de compuestos orgánicos tiene gran relevancia en la

industria alimenticia, se ha optado por estudiar los efectos generados por ésta en sistemas

modelo [32, 135, 136, 137]. Esto debido a la gran complejidad para encontrar la dependencia

45



de las observables f́ısicas respecto a los parámetros de control que están involucrados en los

complejos mecanismos de transporte de calor. Para atacar este problema se ha mostrado

que el estudio de protéınas séricas es un buen punto de partida. El efecto del tratamiento

térmico sobre la estructura y funcionalidad de estas protéınas está asociado a la destrucción

de algunas fuerzas estabilizadoras como los enlaces de hidrógeno, interacciones hidrófobas y

otros enlaces no covalentes [33]. El rompimiento de estas fuerzas conduce a las protéınas a una

nueva configuración que puede limitarse a un segmento de protéına [138] o involucrar a toda

la molécula (“todo o nada”)[133]. Hardy [139] clasificó, por primera vez a este proceso en dos

etapas. La primera, la desnaturalización, implica una alteración no covalente de la protéına,

mientras que, en la segunda la agregación de protéınas desplegadas puede conducir a la

precipitación, coagulación y/o gelificación. En esta etapa los enlaces covalentes de la protéına

pueden romperse y provocar una degradación térmica siempre que la enerǵıa aplicada sobre

la protéına sea excesiva [137].

La albúmina sérica bovina (BSA) es una de las protéınas séricas globulares mayormente

utilizadas como sistema modelo. La razón es que tiene acciones antimicrobianas, antivirales,

estimula el sistema inmunológico, la actividad anticanceŕıgena y otras caracteŕısticas

metabólicas. La BSA tiene una masa molecular de 66.5 kDa, conformada por 583 aminoácidos

y presenta estructuras secundarias y terciarias bien definidas susceptibles a procesos de

desnaturalización [140]. Para la BSA, el mecanismo de agregación está compuesto por

un despliegue parcial de su estructura terciaria y la disminución de las hélices α y

espirales aleatorios (“random coil”) seguidos por el surgimiento de agregados de láminas

β [141, 142, 143]. Su estructura secundaria no contiene hojas beta y se ha estimado que está

compuesta por un 67 % de hélices (formado por 385 residuos de aminoácidos), 10 % giros

y 23 % de cadenas extendidas [144, 145, 146, 147]. En su desnaturalización térmica se ha

encontrado que su helicidad comienza a disminuir a temperaturas superiores a 30◦C [147]. A

45◦C, la helicidad de la protéına disminuye al 61 % y se recupera completamente después de

su enfriamiento a 25◦C [147]. Bajo esta condición, la desnaturalización térmica es reversible

a temperaturas menores de 50◦C, pero no a temperaturas superiores [147, 148, 149, 150].

Cuanto mayor es la temperatura de desnaturalización, el porcentaje de helicidad recuperada
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es menor. A 60◦C su desnaturalización avanza y comienza la formación de los agregados β

[148, 149, 150]. A 65◦C la porción estructural de las hélices y agregados β son de 44 % y 13 %,

respectivamente. A 100◦C su helicidad es de 22 %, esto significa que los restos helicoidales de

∼128 aminoácidos todav́ıa se mantienen a esta temperatura [151].

La espectroscoṕıa infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) ha servido como

una herramienta útil para estudiar los cambios de las estructuras secundarias, cadenas

laterales y desnaturalización de protéınas. Las frecuencias, intensidades y anchos de banda

caracteŕısticas de un espectro IR de protéına, permite observar cambios conformacionales

como los que ocurren en los grupos COOH y COO [152, 153]. También se han estudiado los

cambios conformacionales y estructurales involucrados en los procesos de agregación térmica

en soluciones de protéınas. Estos procesos pueden describirse en un modelo de dos estados: el

elemento estructural secundario (hélice α o lámina β) disminuye en función de la temperatura

concomitantemente con el surgimiento de agregados intermoleculares de hoja β [65, 154].

En la literatura cient́ıfica se encuentran diversos trabajos que reportan estudios sobre la

desnaturalización térmica de protéınas tratadas térmicamente a través de precalentamiento,

esterilización y pasteurización [141]. Sin embargo, hasta ahora, no se sabe cómo el número de

ciclos de calentamiento y enfriamiento lento (recocidos) afecta la estructura de las protéınas.

De hecho, también se desconoce si estos tratamientos podŕıan llevar a las protéınas a estados

energéticamente más estables, como ocurre en cualquier estructura v́ıtrea recocida, o bien,

llevar a las protéınas a un estado irreversible de desnaturalización. Por lo tanto, una mayor

comprensión del efecto de los recocidos podŕıa permitir un mayor control sobre las propiedades

funcionales de las protéınas.

En este capitulo presentamos un estudio que compara el efecto de tratamientos térmicos

con diferente número de recocido sobre la estructura de la BSA. Tales procesos tienen tres

ingredientes principales: (1) cada tratamiento térmico tiene diferente número de recocido,

(2) cada recocido tiene diferente duración, y principalmente (3) el tiempo total de contacto

térmico entre la fuente térmica y el sistema (tiempo de permanencia) es el mismo para cada

tratamiento.
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4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Preparación de protéınas

Se utilizó albúmina de suero bovino (BSA)(Sigma-Aldrich, A2153) de alta pureza para

preparar una solución stock. La BSA se disolvió en agua desionizada (Mili-Q, R=18.2 MΩcm)

a una concentración de 1.00 wt% a 25◦C. Las soluciones se almacenaron a 2◦C y antes de su

deposición se termalizaron a temperatura ambiente.

4.1.2. Tratamiento térmico en soluciones de protéınas

Aplicamos 3 tratamientos térmicos a las soluciones de BSA: El primero de ellos (T1) consiste

en calentar la solución de protéına a la temperatura deseada por 10 min. El segundo (T2),

consiste en calentar 2 veces la solución a la temperatura desea durante 5 min con un tiempo

de espera entre cada calentamiento de 20 min. El tercero (T3), consiste en calentar 4 veces

la solución a la temperatura deseada durante 2.5 min con un tiempo de espera entre cada

calentamiento de 20 min. Debemos remarcar que, el tiempo total en el que la solución está en

contacto térmico con la fuente es de 10 min para cada tratamiento térmico. Los tratamientos

térmicos se llevaron a cabo para T= 37, 50 70 y 90◦C. Una representación esquemática de

los tratamientos térmicos se muestra en la Fig. 4.1.

4.1.3. Fabricación de peĺıculas de protéınas

Las gotas de las soluciones, que previamente recibieron un tratamiento térmico, se colocaron

en una ventana de ZnSe utilizando una micropipeta; el volumen de las gotas fue de 10 µL.

Las gotas se evaporaron bajo condiciones ambientales controladas: T = 25◦C a humedad

relativa del 26 %. Para cada solución se fabricaron 4 peĺıculas.

4.1.4. Mediciones por FTIR

Los espectros de IR fueron medidos con el equipo Jasco FT/IR-4700. Las peĺıculas de BSA

se colocaron en un lente invisible al infrarrojo (ZnSe) y posteriormente se pusieron en un
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Figura 4.1: Representación esquemática de los tratamientos térmicos.

soporte para su medición. Para cada espectro, se midió un interferograma de 66 barridos con

una resolución de 4cm−1 en la región 4000 a 600cm−1. Este proceso se repitió 5 veces para

cada muestra. En un experimento separado, se midió el espectro del lente sin muestra como

espectro de referencia en condiciones idénticas.

4.1.5. Análisis de espectros

Los espectros se analizaron en el programa OriginLab versión 2016. A cada espectro se le

realizó una corrección de la ĺınea base y posteriormente se le sustrajo el espectro de referencia.

Los espectros diferenciados resultantes se suavizaron con una función Savitsky-Golay de siete

puntos [132] para eliminar el posible ruido blanco.
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4.1.6. Diferencia máxima relativa de absorbancia

Para comparar la absorbancia a diferentes intervalos de números de onda donde el espectro

brinde información relevante acerca de la estructura de las protéınas, definimos la absorbancia

máxima relativa de la siguiente manera:

∆Absi =
(Ai −Bi)

Bi

, (4.1)

donde A y B son los valores máximos de la absorbancia en el intervalo de número de onda

i.

4.2. Resultados y discusión

La Fig. 4.2 muestra la absorbancia como función del número de onda para los tres

tratamientos térmicos a diferente temperatura. Encontramos que por debajo de 50◦C no

hay cambios significativos en la morfoloǵıa y la intensidad de los espectros para los diferentes

tratamientos térmicos. Esto es debido a que la estructura de la BSA es reversible por debajo de

50◦C. Sin embargo, el mayor cambio se observa a 90◦C. Resulta interesante que la diferencia

incrementa con el número de veces en que la solución estuvo en contacto térmico con la

fuente. Es decir, el efecto se hace más evidente para T3 a pesar de que el tiempo total en

contacto térmico con la fuente, es el mismo. Una posible explicación para este fenómeno es

que en cada recocido, los enlaces de la protéına son desplazados de mı́nimos profundos de

enerǵıa a mı́nimos locales, generando estructuras menos estables.

La Fig. 4.3 muestra la absorbancia máxima relativa de los espectros de protéınas en la

banda amida A (∼ 3310-3270 cm−1) para los diferentes tratamientos térmicos a diferentes

temperaturas. Esta gráfica de absorbancia nos da información acerca de las moléculas de

agua que interactúan con las protéınas a través de los enlaces N-H y OH. Los enlaces N-

H se relacionan con las moléculas de agua ligadas en estos sitios como consecuencia de la

desnaturalización de la protéına, mientras que los enlaces OH , están relacionados con la

interacción de las moléculas de agua con la cadena principal debido al desdoblamiento de la
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Figura 4.2: Absorbancia en función del número de onda. En la imagen se muestra la absorbancia

de peĺıculas de BSA como función del número de onda para los tres tratamientos térmicos a

diferente temperatura.

protéına. Un incremento en la absorbancia indica un incremento en el número de enlaces.

Por debajo de 50◦C no hay diferencias significativas para los valores máximos de

absorbancia debido a que la protéına tiene una desnaturalización reversible por debajo de esta

temperatura. Por arriba de ésta observamos un incremento en la absorbancia máxima relativa

el cual se relaciona con la desnaturalización irreversible de la protéına. Resulta interesante

que los tratamientos con un mayor número de recocidos generan una mayor desnaturalización

de la protéına. Esto a pesar de que el tiempo total de contacto térmico entre la fuente y el
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Figura 4.3: Absorbancia máxima relativa. En la imagen se muestra la absorbancia máxima

relativa de los espectros de peĺıculas de BSA en la banda amida A para los diferentes

tratamientos térmicos a diferentes temperaturas.

sistema es el mismo.

En la Fig. 4.4 se grafica la absorbancia máxima relativa en la banda Amida II (1600-1500

cm−1) para los diferentes tratamientos térmicos a diferentes temperaturas. Esta región nos da

información acerca de la estructura de la cadena principal de las protéınas. El incremento en la

absorbancia en 1538 cm−1 indica un aumento en la vibración de estiramiento C-N y N-H. Esto

nos indica un cambio estructural en la cadena principal asociado a formaciones de hojas β,

como t́ıpicamente ocurre en la desnaturalización de la BSA. Observamos que el incremento de

la temperatura y el número de recocidos promueven la vibración de estiramientos C-N y N-H,

es decir, favorecen la formación de hojas β. Por lo tanto, este comportamiento supondŕıa que

la porción estructural de hélices α (estructura nativa) pierde estabilidad simultáneamente.

Nuevamente, por debajo de la temperatura de desnaturalización reversible no hay cambios
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Figura 4.4: En la imagen se muestra la absorbancia máxima relativa en 1538 cm−1 para los

diferentes tratamientos térmicos a diferentes temperaturas.

significativos, debido a que las estructuras secundarias de la protéına regresan a su forma

nativa.

4.3. Conclusiones

En resumen, llevamos a cabo experimentos donde exploramos el efecto del número de

recocidos sobre la estructura de la BSA. Una condición fundamental cumplen nuestros

tratamientos: el tiempo total de contacto térmico entre la fuente térmica y el sistema es

el mismo para cada tratamiento, sin importar el número de recocidos. Encontramos que, el

número de recocidos no afecta la desnaturalización reversible de la protéına. Sin embargo, éste

es un parámetro importante cuando la desnaturalización es irreversible ya que determina la

formación de hojas β, la disminución de hélices α, el incremento de enlaces OH y N-H. Lo que
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nos permite concluir que el número de recocidos afecta directamente el estado conformacional

de la estructura secundaria de la protéına y la capa de hidratación alrededor de ella.

54



5

Conclusiones

En este trabajo se estudió la formación de patrones a partir de la evaporación de gotas de

soluciones de protéınas (BSA y Lyz), aśı como el efecto de la rehidratación y de tratamientos

térmicos sobre la estructura de las protéınas en tales agregados. De los resultados obtenidos

y discutidos en los caṕıtulos anteriores, las conclusiones generales son las siguientes:

Los patrones complejos en peĺıculas de mezclas de protéınas (BSA y Lyz) libres de

sales pueden servir como biomarcadores para detectar la presencia de protéınas de un

bio-fluido (bajo ciertas condiciones de concentración).

El análisis estructural de peĺıculas de protéınas (BSA y Lyz) puede servir para validar

o desarrollar nuevas estrategias de diagnóstico de enfermedades.

El grosor del anillo de las peĺıculas indica si la diferencia de concentración relativa de

protéınas ((BSA y Lyz) es pequeña.

La espectroscoṕıa infrarroja podŕıa servir como una técnica auxiliar para detectar

cambios en la estructura de las protéınas (BSA) en aquellas peĺıculas que son

estructuralmente semejantes.

Peĺıculas de protéınas (BSA) en ausencia de sales “capturan”moleculas de agua en cada

ciclo de hidratación directa, mientras que la presencia de sales impide tal proceso.
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A pesar de que el tiempo total de contacto térmico entre una fuente y el sistema es el

mismo, se genera un mayor cambio estructural en las protéınas que son sometidas a un

mayor número de recocidos.
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[113] Anthony L Fink. Protein aggregation: folding aggregates, inclusion bodies and amyloid.

Folding and design, 3(1):R9–R23, 1998.
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